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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
 
AI   azometin imin 
AMP    (aminometil)polistiren  
atm  atmosfera  
BtH  benzotriazol 
BSA  goveji serumski albumin (eng: Bovine Serum Albumin) 
BTMSA  bis(trimetilsilil)acetilen 
DCC  N,N'-dicikloheksilkarbodiimid  
DMF  N,N'-dimetilformamid 
DMSO dimetilsulfoksid 
EDC  1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid 
FC  bliskovita kolonska kromatografija (eng: flash chromatography) 
NHS   N-hidroksisukcinimid 
PBS  fosfatni pufer (eng: phosphate buffered saline) 
s-NHS N-hidroksisulfosukcinimid  
TMS  trimetilsilil zaščitna skupina 
 

 
 
Sinteza novih fluorescentnih označevalcev biomolekul na 
osnovi z Cu0  katalizirane CuAIAC reakcije 
 
 
Povzetek:   
Na osnovi z bakrom katalizirane azometin imin-alkin cikloadicije smo sintetizirali 
pet novih, pod UV svetlobo fluorescentnih cilkloaduktov. Kot alkin smo uporabili 
inone sintetizirane iz anhidrida jantarne kisline ter iz propiolne kisline. Inoni so bili 
v namen vezave na aminske skupine biomolekul aktivirani ali z N-
hidroksisukcinimidom (NHS) ali z benzotriazolom (BtH). Na inone smo ciklizirali 
različne N,N-ciklične azometin imine, reakcijo pa smo katalizirali z Cu0 v obliki 
bakrovega prahu ali bakrove žičke.   
Za začetni preizkus biokonjugacije smo z NHS in BtH aktivirane fluorescentne 
cikloadukte vezali na (aminometil)polistiren (AMP). Na AMP smo vezali tudi z 
NHS in BtH aktivirane ter jih v fluorescentne produkte z CuAIAC ciklizirali na 
(aminometil) polistirenu.  
Z BtH aktivirane cikloadukte smo vezali še na realno biomolekulo, goveji 
serumski albumin (BSA), ter merili emisijske spektre tako označenih proteinov. 
  
Ključne besede: CuAIAC, “klik” reakcija, biomarkerji, azometin imini  
  
  
  
  
 
 
Synthesis of novel fluorescent biomolecule markers based on 
Cu0 catalyzed CuAIAC reaction 
 
Abstract:  
We used copper-catalyzed azomethine imine–alkyne cycloaddition (CuAIAC) to 
prepare five novel cycloadducts that exhibited fluorescence under UV light. As 
alkynes in CuAIAC we used two ynones that we synthesized, one from succinic 
anhydride and the other from propiolic acid. The ynones were activated with 
either N-hydroxysuccinimide (NHS) or benzotriazole (BtH) in order to facilitate a 
covalent bonding with amine groups of biomolecules, thus making bioconjugation 
possible. Ynones were cyclized with various N,N-cyclic azomethine imines and 
the reaction was catalyzed with Cu0 in the form of copper particles or copper wire. 
NHS and BtH activated fluorescent cycloadducts were first bonded to 
(aminomethyl)polystyrene (AMP) as a preliminary test of bioconjugation. We also 
bonded AMP with activated ynones and then performed CuAIAC on the ynone-
marked AMP to again yield a fluorescent polystyrene. 
Lastly, we bonded BtH activated cycloadducts onto amine groups of bovine 
serum albumin (BSA) and mesured their emission spectra. 
 
Keywords: CuAIAC, »click« reaction, biomarkers, azomethine imines
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Uvod  
 
 
1.1 Biomarkerji in fluorescentno označevanje biomolekul 
 
Biomarkerji, oziroma biološki označevalci, so celične, biokemijske ali molekulske 
modifikacije, ki so merljive v bioloških medijih kot so človeška tkiva, celice ali 
tekočine [1] [2] [3]. Večinoma gre za male organske molekule, njihov namen pa 
je predvsem pomoč pri prepoznavanju, predvidevanju in sledenju razvoja ter 
zdravljenja različnih bolezni. Veliko vlogo imajo tako predvsem v diagnostiki, 
obvladovanju bolezni srca in ožilja, živčnega sistema, okužb, imunskih ter 
genetskih okvar in raka [1] [4].  
Eden izmed načinov uporabe biomarkerjev je sledenje biološkim molekulam z 
različnimi označevalci. Mednje štejemo označevanje z izotopi [5], radioaktivnimi 
sledilci [6], kolorimetričnimi biosenzorji [7], fotokromičnimi spojinami [8] 
elektrokemičnimi senzorji [9] in fluorescentnimi označevalci (Slika 1) [10] [11]. 
 
Za biološke sisteme je morda najbolj primerno prav fluorescentno označevanje, 
tako zaradi svoje visoke občutljivosti meritev, majhne potrebne količine in 
koncentracije reagenta, kot tudi zaradi svoje neinvazivne ter nedestruktivne 
narave. Dober označevalec naj bi bila majhna, kemijsko stabilna in biološko 
nemoteča molekula, reakcija njene vezave pa učinkovita, specifična in po 
možnosti kovalentna, a vseeno prilagodljiva na različne tarče. 
 
Z označevalci lahko ciljamo na aminske, tiolne, hidroksilne, azidne ter 
tertrazinske skupine  biomolekul, ki so tam ali že po naravi prisotne, ali pa smo 
jih na biomolekulo namenoma vezali, njihove tarče pa so najpogosteje proteini. 
Večinoma gre za nespecifične kovalentne vezave na C-H in N-H vezi aminokislin. 
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Tovrstne reakcije so robustne, učinkovite in primerne za velik razpon 
fluorescentnih biomarkerjev [12]. 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 1. Primer različnih fluorescentnih označevalcev na celicah HeLa                               
(vir: https://www.thermofisher.com/si/en/home/technical-resources/research-tools/image-gallery/image-
gallery-detail.21612.html). 
1.1.1 Biokonjugacija 
Kemijsko fluorescentno označevanje v veliki večini poteka na aminokislinah, s 
procesom biokonjugacije. 
Biokonjugati so kombinacije dveh ali več spojin, od katerih je vsaj ena 
biomolekula, biokonjugacija pa je proces vezave teh spojin s kovalentno vezjo.  
Metoda je predvsem uporabna v medicini, saj lahko z dodatkom različnih 
organskih molekul zasledujemo in vplivamo na različne biološke procese. 
Spojine, ki tako vezavo med organskimi in biološkimi molekulami omogočajo, 
imenujemo aktivatorji.  
V naši nalogi smo sintetizirali male organske fluorescentne molekule ter jih z 
uporabo aktivatorja poskusno vezali najprej na (aminometil)polistiren nato pa še 
na protein, goveji serumski albumin (BSA). 
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Za aktivatorja smo si izbrali že uveljavljeni N-hidroksisukcinimid (NHS) ter 
vsesplošno manj uporabljan benzotriazol (BtH). 
1.1.2 NHS (N-hidroksisukcinimid) in označevanje aminskih skupin 
 
Slika 2. NHS in sulfo-NHS. 
Fluorescentni označevalci se najpogosteje vežejo na aminske skupine 
biomolekul, večinoma preko reakcij alkilacij ali acilacij, NHS pa je najbolj 
priljubljen aktivator take vezave. Deluje z aktivacijo karboksilnih stranski verig ter 
z njimi s pomočjo EDC ali DCC ter pri pH okoli 7.0-8.0 tvori NHS estre. Tako 
aktivirane spojine lahko posledično reagirajo z aminskimi skupinami biomolekul 
ter se nanje kovalentno vežejo (Shemi 1 in 2) [13].  
 
Shema 1. Vezava aktivatorja NHS na karboksilno kislino preko aktivacije z EDC. 
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Shema 2. Vezava NHS estra biomarkerja na aminsko skupino biomolekule. 
Kot bolj vodotopna alternativa NHS se uporablja sulfo-NHS (Slika 2), oba 
aktivatorja pa sta komercialno dostopna ter del mnogih ustaljenih protokolov in 
standardnih kompletov za biokonjugacijo proteinov.  
Ker ima večina biomolekul množico dostopnih aminskih skupin, vezava nanje ne 
omogoča zelo specifičnega označevanja. To metodo se s tem razlogom 
večinoma uporablja in vitro, zunaj organizma. 
NHS ester lahko reagira tudi s hidroksilnimi skupinami v tarčni spojini, a tako 
nastal biokonjugat ni stabilen ter v vodnem mediju hidrolizira. 
1.1.3 BtH (benzotriazol) 
Benzotriazol je vsestransko uporaben heterocikel. Nahaja se v dveh tavtomernih 
oblikah, prevladuje pa benzoidna oblika (a). Priprava njegovih derivatov je 
preprosta, nastale spojine pa so dolgotrajno stabilne na zraku, a še vedno dovolj 
reaktivne za nadaljnje reakcije (Shema 3). 
 
Shema 3. Tavtomera BtH. 
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Alan R. Katritzky in njegova skupina so do leta 2014 objavili kar 636 člankov na 
temo benzotriazola, odkrivanje njegovih lastnosti ter pretvorb, pa se nadaljuje še 
danes [14]. Katritzky je v svojem obsežnem opusu izpostavil vlogo benzotriazola 
v sintezi mnogih spojin, kot so subsituirane sečnine [15] in heterocikli [16] ter pri 
reakcijah acilacij [17], alkilacij [18], heteroalkilacij [19] in množici ostalih procesov 
[14]. V svojih raziskavah je kot eno izmed benzotriazolovih najbolj uporabnih 
lastnosti izpostavil njegovo vlogo v peptidni sintezi  [20]. Tako kot NHS je namreč 
tudi BtH dober aktivator karboksilnih kislin. V prisotnosti tionil klorida ali DCC se 
BtH veže na karboksilne konce peptidov ter z njimi tvori stabilne, aktivirane 
spojine (Shema 4). Te se lahko nato kovalentno vežejo na aminske skupine 
drugih peptidov ali aminokislin (Shema 5) [21]. 
 
Shema 4. Aktivacija karboksilne kisline z BtH. 
Učinkovitost benzotriazola je bila med drugim preizkušena na področju 
antimalarikov [22], sintezi antibiotičnih konjugatov [23], aktivaciji biotina [24] in 
številnih drugih, ki jih je Katritzky popisal v kar 25 letih raziskovanja te spojine.  
 
Shema 5. Vezava z BtH aktiviranega biomarkerja na aminsko skupino biomolekule. 
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1.1.4 Azidno označevanje 
Azidi sicer sami po sebi v proteinih niso prisotni, a jih lahko nanje vežemo z vrsto 
reakcij [25] [26], med drugim tudi preko omenjenih aktivatorjev. Zaradi njihove 
majhnosti, raznolike reaktivnosti ter bio-ortogonalnosti so uporabni kot vmesniki 
pri označevanju biomolekul. Fluorescentni označevalec lahko na azid vežemo na 
številne načine. Med najbolj uporabljenimi je ena izmed glavnih reakcij “klik” 
kemije, z bakrom katalizirana azid-alkin cikloadicija (CuAAC) (Shema 6) [27]. 
 
Shema 6. Vezava fluorescentnega biomarkerja na azid s CuAAC. 
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1.2 “Klik” Kemija 
 
“Klik” kemijo je leta 2001 definiral K. B. Sharpless s sodelavci. Sharpless ni bil 
zadovoljen z dolgotrajnim ter neučinkovitim načinom iskanja novih zdravil. Na te 
pomanjkljivost se je odzval s definiranjem “klik” kemije [28]. Z njo je opisal 
reakcije, ki so splošne, stereo-specifične, imajo preprosto ločbo ter visok 
izkoristek, potekajo pod blagimi pogoji ter so neobčutljive na prisotnost kisika in 
vode [27]. 
Skupina reakcij je prav zaradi teh osnovnih značilnosti, kot so blagi reakcijski 
pogoji ter njihova neobčutljivost na vodo, še posebno zanimiva za uporabo v 
biomedicini, na splošno pa njihovo vlogo najdemo v treh glavnih smereh; 
biokonjugaciji, razvoju zdravil in raziskovanju materialov [29].  
 
Med “klik” reakcijami so najbolj znane štiri glavne skupine: nukleofilno odpiranje 
napetih obročev, ne-aldolna kemija karbonilov, adicije na multiple ogljik-ogljik 
vezi ter cikloadicije (Shema 7). Med slednjimi, je najbolj ključna z bakrom 
katalizirana Huisgenova 1,3-dipolarna azid-alkin cikoladicija (CuAAC) [30]. 
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Shema 7. Primeri “klik” reakcij. 
1.2.1 1,3-dipolarne cikloadicije  
1,3-dipolarne cikloadicije so reakcije med 1,3-dipolom ter dipolarofilom, ki skupaj 
tvorita petčlenski obroč. Znane so že od 19. stoletja, podrobneje pa jih je leta 
1960 definiral Rolf Huisgen. So zanesljiva ter stereo-specifična pot do petčlenskih 
obročev ter njihovih derivatov.  
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Dipolarofil je največkrat alken ali alkin, reagirajo pa lahko tudi imini ali karbonili 
(Slika 3).  
 
Slika 3. Primerov dipolarofilov. 
1,3-dipole po strukturi delimo na alilne ter planarne propargilno-alilne, alilne pa 
še na N- ter O-centrirane (Slike 4 in 5). 
 
Slika 4. Primeri alilnega tipa 1,3-dipolov. 
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Slika 5. Primeri propagilno-alenilnega tipa 1,3-dipolov. 
Mehanizem 1,3-dipolarne cikloadicije je prvi predlagal Huisgen. Zaradi majhnega 
vpliva topila na reakcijo ter njene stereoselektivnosti je predvideval, da gre za 
enostopenjski proces, pri katerem obe vezi nastajata istočasno, brez nastanka 
intermediatov (Shema 8). Polarno prehodno stanje bi bilo namreč v polarnem 
mediju bolje stabilizirano kot izhodna spojina in tako tam pospešilo reakcijo, 
medtem ko realno med hitrostjo v polarnih in nepolarnih topilih ni večjih razlik. 
Polg tega, bi nastanek intermediata pripeljal do stereoizomerov med produkti, 
medtem ko je reakcija stereospecifična. Predlagani mehanizem tako še vedno 
velja za najbolj verjetnega. 
 
Shema 8. Huisgenov enostopenjski princip 1,3-dipolarne cikloadicije. 
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1.2.2 Z bakrom katalizirana azid-alkin cikloadicija (CuAAC) 
CuAAC je z bakrom katalizirana 1,3-dipolarna cikloadicija med azidom v vlogi 
1,3-dipola ter terminalnim acetilenom v vlogi dipolarofila. Vodi do 1,2,3-triazola 
ter velja za najbolj prepoznavno reakcijo “klik” kemije (Shema 9) [27]. Odkrita je 
bila leta 2002 in postala eden izmed ključnih procesov na področjih kombinatorne 
sinteze, biokonjugacije in raziskav materialov [31]. Njena največja prednost, 
poleg ostalih prednosti “klik” kemije, je specifična reaktivnost azida ter alkina drug 
z drugim [32].  
 
 
Shema 9. Reakcija CuAAC. 
Baker kot katalizator zmanjša aktivacijsko bariero reakcije in omogoča sintezo pri 
sobni temperaturi, prispeva pa tudi k regioselektivnem nastanku 1,4-
disubstituiranega 1,2,3-triazola [33] [34], medtem ko nekatalizirane reakcije 
vodijo do zmesi 1,4 in 1,5-disubstituiranega 1,2,3-triazola [35].  
Kljub svoji vsesplošni prisotnosti ter uporabnosti, pa ima reakcija CuAAC nekaj 
pomanjkljivosti. Eksplozivnost ter toksičnost organskih azidov otežujeta njihovo 
uporabo v industrijskem obsegu, potreba po ločbi nastale zmesi s kolonsko 
kromatografijo pa ne sledi načelom prave “klik” reakcije, ki naj ne bi imela potrebe 
po dodatnem čiščenju.  
Azometin imini, s svojo nižjo toksičnostjo ter neeksplozivnostjo, predstavljajo 
zanimivo ter preizkušeno alternativo uporabi azidov.  
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1.2.3 Z bakrom katalizirana azometin imin-alkin cikloadicija (CuAIAC) 
Sharpless je sicer prepoznal potencial [3+2] cikloadicij že v svoji prvi publikaciji 
leta 2001 [28], a šele leta 2003 je Fu s sodelavci opisal z Cu+ katalizirano CuAIAC 
reakcijo kot orodje za regio- in enantio-selektivno sintezo pirazolidinonov z 
visokimi izkoristki in visoko selektivnostjo [36]. Reakcija poteče med azometin 
iminom ter terminalnim alkinom in namesto 1,2,3-triazola privede do 1-okso-2,3-
dihidro-1H,5H-pirazolo[1,2-a]pirazola (Shema 10). 
 
Shema 10. Reakcija CuAIAC. 
CuAIAC in CuAAC se razlikujeta tudi v katalizi. Medtem ko CuAAC katalizira le 
Cu+, pogosto kombiniran z reducentom, lahko pri CuAIAC uporabimo vrsto 
različnih bakrovih katalizatorjev, od enostavnih Cu+ in Cu2+ soli kombiniranih z 
reducenti, do soli vezanih na nosilce kot so polimeri, zeoliti, magnetni delci, do 
samega elementarnega bakra [37] [38] [39] [40] [41].  
Zamenjava CuI z elementarnim bakrom Cu0 sicer privede do precej daljših 
reakcijskih časov, je pa ta katalizator biološko manj problematičen, vpliv Cu+ 
lahko namreč med katalizo strukturno poškoduje biomolekule [42]. Elementaren 
baker je zlahka dostopen v mnogih različnih, cenovno ugodnih oblikah, iz reakcije 
pa ga je tudi veliko lažje odstraniti. Posledično preprostejše čiščenje produkta je 
v skladu z načeli “klik” reakcij.  
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1.2.4 Azometin imini 
Azometin imini so N-centrirani 1,3 dipoli alilnega tipa [43] [44]. Z njimi lahko v 
reakcijah 1,3-dipolarnih cikloadicij pod termičnimi ali katalitskimi pogoji 
sintetiziramo vrsto različnih petčlenskih heterociklov. Poznamo aciklične in 
ciklične oblike, med cikličnimi pa še take, kjer je del obroča C-N vez [45], take 
kjer je del obroča N-N vez [36] ter take, kjer se v heterociklu nahaja celoten dipol 
(Slika 6) [46]. 
 
Slika 6. Vrste azometin iminov a) aciklični b) N,N-ciklični c) C,N-ciklični in d) C,N,N-
ciklični. 
Stabilizirata jih dve resonančni strukturi, oziroma tri, če je z 1,3 dipolom 
konjugirana tudi karbonilna skupina, ki še dodatno prispeva k stabilizaciji spojine 
(Shema 11). 
Shema 11. Resonančne strukture azometin iminov. 
Sinteza novih fluorescentnih označevalcev na osnovi z Cu0 katalizirane CuAIAC reakcije 
 
14 
 
Najlažji način priprave takšnih, zaradi konjugirane karbonilne skupine bolj 
stabilnih azometin iminov, je preko kondenzacije aldehidov s pirazolidin-3-oni 
(Shema 12) [45] [47]. 
 
Shema 12. Primer sinteze azometin imina iz pirazolidin-3-ona. 
1.2.5 Inoni 
Inoni v kontekstu naše naloge spadajo pod dipolarofile, oziroma natančneje med 
alkine. So α,β-nenasičeni ketoni, v katerih je karbonilna skupina konjugirana s 
trojno ogljik-ogljik vezjo (Slika 7).  
 
Slika 7. Splošna struktura inonov. 
Pri katalizirani ciklizaciji med specifičnim inonom in azometin-iminom nastane 
pod UV svetlobo fluorescentni produkt, kar daje CuAIAC reakciji poleg večje 
varnosti, manjše biološke labilnosti, širše izbire katalizatorjev ter lažje ločbe še 
potencialno vlogo kot del sinteze fluorescentnih označevalcev (Shema 13). 
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Shema 13. Reakcija CuAIAC z inonom v vlogi dipolarofila. 
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Namen dela  
Cilj magistrske naloge je bil sinteza, karakterizacija ter preizkus biokonjugacije 
novih fluorescentnih biomarkerjev na osnovi z Cu0 katalizirane azometin imin-
alkin cikloadicije (CuAIAC).   
Želeli smo preizkusiti z NHS ter z BtH aktivirane inone v kontekstu vezave na 
aminske skupine biomolekul ter z elementarnim bakrom katalizirane cikloadukcije 
na različne azometin imine. 
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Rezultati in razprava  
1.3 CuAIAC z NHS aktiviranega inona jantarne kisline 
 
1.3.1 Sinteza zaščitenega inona 3 
Prvi korak naše raziskave je bila sinteza ustreznega zaščitenega inona. Za 
izhodno spojino smo si izbrali komercialno dostopen anhidrid jantarne kisline (1), 
ki smo ga v inon pretvorili po principu Friedel-Crafts alkilacije z 
bis(trimetilsilil)acetilenom (2) in z AlCl3 kot Lewisovo kislino. Reakcijo smo izvedli 
v skladu z znanim postopkom [48], v inertnih, brezvodnih pogojih pri 0°C. Po 24 
urnem mešanju ter prekinitvi reakcije s klorovodikovo kislino, smo produkt čistili 
z ekstrakcijo ter odstranitvijo topil pod znižanim tlakom. Ostala nam je rumeno-
rjava trdnina 3 s 83 % izkoristkom, katere NMR spekter je pokazal dovolj visoko 
stopnjo čistosti za nadaljevanje reakcij (Shema 14). 
1.3.2 Aktivacija inona 3 z NHS 
Ko je bil acetilenski del inona 3 zaščiten ter tako pripravljen na bodoče CuAIAC 
“klik” reakcije, smo se osredotočili še na nasprotni konec molekule. Karboksilno 
skupino sintetiziranega inona 3 smo se najprej odločili aktivirati z znanim 
aktivatorjem, N-hidroksisukcinimidom (NHS) (4). Zaščiten inon 3 ter NHS (4) smo 
raztopili v  CH2Cl2 ter mešanici dodali DCC. Nastalo oborino smo filtrirali ter 
zavrgli, filtrat pa ločili z ekstrakcijo organske faze. S tem postopkom smo dobili 
61 % čistega NHS estra 5 v obliki svetlo rumene trdnine (Shema 15). 
Shema 14. Sinteza trietilsilil zaščitenega inona 3. 
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Shema 15. Vezava NHS na spojino 3. 
1.3.3 CuAIAC z NHS aktiviranega inona 5 
Pred vezavo sintetiziranih inonov na biomolekule ali testne spojine, smo 
preizkusili potek “klik” reakcije same. Uporabili smo preprosto, ustaljeno izvedbo 
sinteze, prilagodili smo le razmerje inona in azometin imina, tako da je bil v 
presežku azometin imin. Naš z NHS aktiviran inon 5 je namreč trden, tako da bi 
bilo njegov presežek iz reakcije težje odstraniti. Azometin imin 6a ter inon 5 v 
razmerju 1,3:1 smo raztopili v CH2Cl2, dodali katalizator ter reakcijsko mešanico 
na stresalniku pustili delovati 5 dni (Shema 16). Kot katalizator smo preizkusili 
dve vrsti elementarnega bakra, bakreno žico ter bakrov prah.  
Shema 16. Z Cu0 katalizirana reakcija CuAIAC med 5 in 6a. 
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Poteku reakcije smo sledili s tankoplastno kromatografijo in iz rezultatov 
predpostavili, da se po četrtem dnevu razmerje fluorescentnega produkta 7 in 
nezreagiranega inona 5 ne spreminja več. Pokazalo se je tudi, da med katalizo z 
bakrovim prahom ali z žico na prvi pogled ni vidne razlike. Po koncu reakcije smo 
zmes prefiltrirali skozi silikagel (FC) in sprali z EtOAc, da smo od produkta ločili 
bakrov prah (ki je sicer vztrajno prehajal skozi celulozni filter papir) ter 
nezreagiran azometin imin 6a. Reakcijsko zmes smo še dodatno čistili s kolonsko 
kromatografijo. 
Kljub temu, da je dobljena spojina 7 pod UV lučjo lepo fluorescentna (Slika 8), pa 
so analize pokazale, da ni popolnoma čista. Problematičen je bil tudi precej nizek 
izkoristek po kromatografskem čiščenju. Predpostavili smo, da spojina na kislem 
silikagelu sproti razpada, kar je potrdil tudi ponoven poizkus čiščenja dela spojine 
7 s kolonsko kromatografijo, pri katerem smo izolirali samo nekaj miligramov še 
manj čistega produkta. 
 
 
 
1.3.4 Vezava z NHS aktiviranega inona 5 in cikloadukta 7 na 
(aminometil)polistiren (AMP) 
Kot testni približek vezave biomarkerja na aminsko skupino biološke 
makromolekule smo si izbrali (aminometil)polistiren oziroma AMP (8) (Slika 9).  
Slika 8. Cikloadukt 7 pred in po obsevanju z UV svetlobo (254 nm). 
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Slika 9. (Aminometil)polistiren  
Najbolj obetavno se nam je zdelo na polimer vezati še necikliziran, z NHS 
aktiviran inon 5 ter pod UV lučjo fluorescenten cikloadukt 7, oba s petkratnim 
prebitkom. Da bi preizkusili, če reakcija morda bolje poteka brez trimetilsililne 
zaščite, smo izvedli še eno, identično reakcijo vezave z NHS aktiviranega inona, 
s to razliko, da smo v reakcijsko zmes po kapljicah dodali Et3N, ki naj bi zaščitno 
skupino nemoteče odstranil. Vse tri reakcijske zmesi smo zaradi (AMP) (8) 
higroskopnosti AMP (8) izvajali v brezvodnem topilu ter pod argonovo atmosfero. 
Reagente smo raztopili v brezvodnem CH2Cl2 ter reakcije stresali 24 ur. 
Reakcijska zmes je sicer takoj po dodatku Et3N potemnela, kar se nam nizdelo 
obetavno. Po končani reakciji smo polistiren iz raztopine odfiltrirali ter dobro sprali 
s CH2Cl2 (Shema 17). Reakcija s cikloaduktom 7 je privedla do fluorescentno 
označenega AMP  9, polistirena 10a in 10b pa smo morali še ciklizirati. Ciklizacijo 
smo pri obeh konjugiranih polistirenih (10a in 10b) izvedli na enak način kot 
ciklizacijo inona 5 v cikloadukt 7, s suspenzijo označenega polistirena v CH2Cl2, 
dodatku  azometin imina 6a in bakrove žice, reakcijsko mešanico pa smo nato na 
stresalniku pustili reagirati 4 dni. Bakreno žico smo namesto bakrovega prahu 
uporabili zaradi potencialno otežene ločbe prahu od polistirena in ker uporaba 
ene ali druge oblike bakra do sedaj ni bistveno spremenila rezultata. 
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Po 4 dneh smo po obeh poteh dobljena konjugirana polistirena 9 odfiltrirali ter 
dobro sprali s CH2Cl2, nato pa primerjali fluorescenco vseh treh polistirenov 9 pod 
UV lučjo (valovna dolžina 254 nm) (Tabela 1). 
 
Shema 17. Reakcije vezave z BHS aktiviranih spojin 5 in 7  na AMP (8). 
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Tabela 1. Rezultati vezave z NHS aktiviranih spojin 5 in 7 na AMP (8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Po pričakovanju temno rjavi polistiren 9 h kateremu smo v prejšnjem koraku 
dodali Et3N, ob obsevanju ni kazal fluorescence. Težko je reči, če je bil razlog za 
to ravno odsotnost zaščite na inonu 10b. Ostala vzorca 9 sta pod UV lučjo opazno 
fluorescirala, in sicer tisti kjer je bil na polistiren 8 bil direktno vezan NHS ester 
fluorescentnega cikloadukta 7 nekoliko bolj intenzivno, kot tisti pri katerem je bil 
na polistiren 8 prvo vezan NHS ester necikliziranega inona 5. (Tabela 1). 
Na enak način smo testirali smo tudi vezavo spojin 5 in 7 na vato ter celulozni 
filter papir, ki smo ga nato opazovali pod svetlobo valovne dolžine 254 nm ter mu 
posneli IR spekter. Rezultati so kazali, da nobena izmed reakcij ni pripeljala do 
označenega produkta, iz česar smo sklepali, da se NHS ester naših spojin 5 in 7 
na hidroksidne skupine ne veže v merljivi količini. 
Reakcijska pot sinteze 9 R  9 pod VIS  9 pod UV (254 nm) 
 
7 +  8 (AMP) → 9 
 
/ 
 
 
 
I.  5 +  8 (AMP) → 10a 
II. CuAIAC: 10a + 6a → 9 
 
TMS 
 
 
                        
                      (Et3N) 
I.  5 + 8 (AMP) → 10b 
II.  CuAIAC: 10b + 6a → 9 
 
H 
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1.4 CuAIAC z BtH aktivirane propiolne kisline 
 
Ker biokonjugacija z NHS aktiviranih spojin že velja za industrijski standard, smo 
se odločili preveriti še učinkovitost manj znanega aktivatorja, benzotriazola (BtH). 
Pred aktiviranjem inona 3 z benzotriazolom, smo njegovo sposobnost 
biokonjugacije fluorescentnih označevalcev testirali na podobni spojini. V ta 
namen smo uporabili z BtH aktivirano propiolno kislino 13, ki je sicer že poznana, 
njen cikloadukt z azometin iminom 6a pa še ne.  
1.4.1 Aktivacija propiolne kisline (11) z BtH 
Pri sintezi z BtH aktiviranega inona 13 smo se držali Katritzkyeve metode [49]. 
Pri inertnih pogojih smo v destiliranem, brezvodnem CH2Cl2 raztopili 4 
ekvivalente BtH 12, dodali 1 ekvivalent SOCl2 ter po mešanju še ekvivalent 
propiolne kisline (11). Nastalo belo oborino smo odfiltrirali ter zavrgli, filtrat pa 
sprali z 2 M NaOH, organsko fazo posušili ter tako dobili rjavo trdnino 13 s 66 % 
izkoristkom (Shema 18). 
Shema 18. Shema aktivacije propiolne kisline (11) z BtH (12). 
1.4.2 CuAIAC z BtH aktivirane propiolne kisline (13) 
Reakcijo CuAIAC smo izvedli po že v prejšnejm poglavju uporabljeni metodi. Ker 
je bilo nezreagiran inon 13 v tem primeru moč odstraniti brez kolonske 
kromatografije, smo ga uporabili v presežku glede na naš azometin imin 6a. 
Reagente smo raztopili v CH2Cl2. V namen vnovičnega preizkusa vpliva vrste 
uporabljenega Cu0 katalizatorja na potek reakcije, smo eno reakcijo izvedli v 
prisotnosti bakrene žičke, drugo pa v prisotnosti bakrovega prahu (1 mg 
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bakrovega prahu/0.02 mmol azometin imina). Reakciji sta pri sobni temperaturi 
na stresalniku potekali 4 dni, nato pa smo ju prefiltrirali čez tanjšo plast silikagela 
(FC). V obeh primerih smo dobili pod UV lučjo intenzivno oranžno fluorescentno 
spojino 14 (Slika 10), s primerljivima izkoristkoma (79 % Cu prah in 72 % Cu 
žička) (Shema 19).  
 
  
Shema 19. CuAIAC z BtH aktivirane propiolne kisline 13 v fluorescentni cikloadukt 14. 
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Slika 10. Cikloadukt 14 pred in po obsevanju z UV svetlobo valovne dolžine 254 nm. 
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1.4.3 Vezava z BtH aktivirane propiolne kisline 13 ter cikloadukta 14 na 
(aminometil)polistiren  
V namen preizkusa biokonjugacije, smo fluorescentni cikloadukt 14 ter njegov 
inonski prekurzor 13, s petkratnim prebitkom ter v brezvodnih pogojih, vezali na 
AMP ter v primeru vezanega inona, na polistirenu 16 izvedli še z bakrovo žico 
katalizirano CuAIAC (Shema 20). 
Shema 20. Vezava z BtH aktiviranih spojin 13 in 14 na AMP (8), CuAIAC na polisitren 
vezanega inona 13.  
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Po obeh poteh sintetizirana polistirena 15 sta pod UV lučjo valovne dolžine 254 
nm lepo fluorescirala, a direktna vezava že fluorescentnega cikloadukta 14 se je 
zopet izkazala z nekoliko bolj fluorescentnim rezultatom (Tabela 2) 
Tabela 2. Rezultati vezave z BtH aktiviranih spojin 13 in 14 na AMP 8. 
 
Poizkusa vezav na celulozni trak, tako že fluorescentnega cikloadukta 14 kot 
inona 13 in njegove kasnejše ciklizacije, sta se ponovno izkazala kot 
neučinkovita. 
  
reakcijska pot sinteze 15  15 pod VIS  15 pod UV (254 nm) 
 
14 +  8 (AMP) → 15 
  
 
I. 19 + 8 (AMP) → 16 
II. CuAIAC: 16 + 6a → 15  
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1.4.4 Vezave cikloadukta 14 na protein BSA 
Po uspešni vezavi na polistiren smo potencialni biomarker testirali še na realni 
biomolekuli, BSA proteinu. Ker so vsi rezultati predhodnih vezav kazali na boljšo 
fluorescenco biokonjugata, na katerega je bi direktno vezan že fluorescentni 
označevalec, ter zaradi dolgega reakcijskega časa cikloadicije, smo se odločili, 
da bomo na protein namesto inona 13 vezali fluorescentni cikloadukt 14 (Slika 
11).  
 
 
Slika 11. Z BtH aktiviran fluorescentni biomarker 14.  
V namen biokonjugacije smo sledili kar protokolu za označevanje proteinov z 
znanimi z NHS aktiviranimi barvili “Monolith NT™ Protein Labeling Kit RED - 
NHS”, pri katerem pa seveda nismo uporabili priloženih z NHS aktiviranih barvil, 
pač pa naš z BtH aktiviran biomarker 14. 
Biomarker 14 smo raztopili v DMSO, dodali PBS pufer do koncentracije, ki je 
ustrezala petkratni koncentraciji BSA proteina (1 mg/ml M = 60.4 kDa), ter 100 μl 
tako pripravljene raztopine fluorescentne barve dodali v 100 μl v PBS raztopljenega 
proteina BSA. Reakcijsko mešanico smo inkubirali 30 minut v temi pri sobni 
temparaturi. 
Po končani inkubaciji smo protein od prostega barvila ločili po protokolu s pomočjo 
PD MiniTrap G-25 kolon in zbrali 500 μl na protein vezanega barvila. 
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Na spektrofotometru smo izmerili absorpcijo nevezanega barvila v PBS pufru z 10% 
DMSO in s tem pridobili podatke o ustrezni valovni dolžini absorpcije, potrebni za 
snemanje emisijskega spektra (Tabela 3).  
 
Posneli smo vrsto emisijskih spektrov najprej prostega cikloadukta 14, nato pa še s 
cikloaduktom inkubiranega proteina ter tudi proteina in pufra samega. Najbolj 
reprezentativni zbrani podatki so prikazani na spodnjem grafu (Graf 1) (Tabela 3).  
 
  
Graf 1. Primerjava emisijskega spektra nevezanega cikloadukta 14 z na BSA vezanim 
cikloaduktom 14. 
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Tabela 3. Izmerjena absorbcija in emisija vezanega in nevezanega cikloadukta 14 v PBS z 
10 % DMSO. 
 absorpcija  emisija  
nevezan cikloadukt 14 395 nm 565 nm 
cikloadukt 14 vezan na BSA 405 nm 525 nm 
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Emisijski signal prostega fluorescentnega označevalca 14, ki ustreza koncentraciji 
maksimalne vezave na protein, je bil po pričakovanju nekoliko premaknjen ter 
približno trikrat višji od signala na protein vezanega cikloadukta, slednji pa je bil še 
zmeraj jasno viden nad grafom proteina. 
Rezultati meritev so pokazali, da se fluorescentni cikloadukt 14 na protein veže v 
zadostni meri in da je njegova fluorescenca dobro merljiva na uporabljenih 
inštrumentih, s čimer kaže določen potencial kot biomarker aminskih skupin. 
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1.5 CuAIAC z BtH aktiviranega inona jantarne kisline 
1.5.1 Aktivacija z TMS zaščitenega inona jantarne kisline (3) z BtH 
Po preverjeni biokonjugaciji na BSA protein z BtH aktiviranega cikloadukta 
izhajajočega iz propiolne kisline, smo so lotili še sinteze z BtH aktiviranega inona 
jantarne kisline. Začetni, s TMS zaščiten inon jantarne kisline 3, smo sintetizirali 
že v prvem delu naših raziskav. Držali smo se postopka uporabljenega pri sintezi 
z BtH aktivirane propiolne kisline (13) [49] ter iz izhodne spojine 3 prišli do 
rumenkaste trdnine 17 s 57 % izkoristkom po ločbi s kolonsko kromatografijo 
(Shema 21). 
 
Shema 21. Aktivacija inona 3 z BtH (12). 
1.5.2 CuAIAC z BtH aktivirane inona jantarne kisline 17 
Ker se je cikloadukt do sedaj uporabljenega azometin imina 6a izkazal za težko 
ločljivega od reakcijske mešanice ter nagnjenega k razpadu, smo se odločili 
preizkusiti še dva drugače substituirana azometin imina 6b in 6c (Slika 12). 
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Poleg elementarnega bakra v obliki bakrene žičke in prahu, smo za primerjavo 
uporabili še homogen in heterogen Cu2+ katalizator, ki naj bi močno skrajšal 
reakcijski čas CuAIAC (Slika 13). 
 
Slika 13. Uporabljena Cu2+ katalizatorja K1 in K2. 
Izvedli smo vrsto reakcij, da bi našli optimalne reagente, njihova razmerja ter 
pogoje (Tabela 4 in 5), vse pa so sledile enaki reakcijski shemi (Shema 22). 
Pretvorbo sinteze smo s tankoplastno kromatografijo spremljali preko petih dni. 
 
 
Slika 12. Uporabljeni azometin imini 6a-c. 
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Shema 22. Reakcijska shema testov CuAIAC z BtH aktiviranega inona 17 in azometin 
iminov 6a-c. 
 
Tabela 4. Uporabljeni azometin imini 6a-c in nastali cikloadukti 18a-c. 
 
 
 
 
azometin imin Cikloadukt R1 R2 
6a 18a 4-Cl-C6H4- H 
6b 18b 3,4,5-(MeO)3-C6H2- H 
6c 18c 3,4,5-(MeO)3-C6H2- C6H4CONH- 
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Kjer ni drugače napisano, smo reakcije izvajali pri sobni temparaturi, zračni 
atmosferi ter v nedestiliranem CH2Cl2.  
Kot najbolj obetavna sta se kazala cikloadukta azometin iminov 6b in 6c, 18b in 
18c, katalizirana z bakrovim prahom v razmerju inon 17:azometin imin = 1:1,3 in 
1 mg bakrovega prahu na vsake 0.02 mmol azometin imina (Tabela 5, osenčeno). 
Dvakratno povečanje ter dvakratno zmanjšanje količine katalizatorja je pripeljala 
do slabše pretvorbe inona v cikloadukt. Reakcija v destiliranem CH2Cl2 pod 
inertno atmosfero je botrovala nastanku nenavadne mrene okoli katalizatorja ter 
slabši pretvorbi. Že pri prejšnjih reakcijah je kazalo, kot da bi vmesno odprtje 
reakcijske zmesi lahko pozitivno prispevalo k poteku reakcije. Tako homogen kot 
Tabela 5. Testne reakcije CuAIAC med z BtH aktiviranim inonom 17 ter azometin 
imini 6a-c. Najbolj uspešne reakcije za vsak produkt so osenčene s sivo. 
Produkt AI AI:17 katalizator količina katalizatorja pogoji 
18a 6a 1,3:1 bakrov prah 1 mg Cu0/0,02 mmol AI  
18a 6a 1,3:1 K1 1 mg K1/0,004 mmol AI  
18a 6a 1,3:1 K2 17:K2 = 1:1,2  
18a 6a 1,3:1 bakrov prah 1 mg Cu0/0,01 mmol AI  
18a 6a 1,3:1 bakrov prah 1 mg Cu0/0,04 mmol AI  
18b 6b 1,3:1 bakrov prah 1 mg Cu0/0,02 mmol AI  
18b 6b 1,3:1 K1 1mg K1/0,004 mmol 17  
18b 6b 1,3:1 K2 17:K2 = 1:1,2  
18b 6b 1,3:1 bakrov prah 1 mg Cu0/0,01 mmol AI  
18b 6b 1,3:1 bakrov prah 1 mg Cu0/0,04 mmol AI  
18c 6c 1,3:1 bakrov prah 1 mg Cu0/0,02 mmol AI  
18c 6c 1,3:1 K1 1 mg K1/0,004 mmol 17  
18c 6c 1,3:1 K2 17:K2 = 1:1,2  
18c 6c 1,3:1 bakrov prah 1 mg Cu0/0,02 mmol AI  inertna atm, 
brezvodni CH2Cl2 
18c 6c 1,3:1 bakrov prah 1 mg Cu0/0,01 mmol AI  
18c 6c 1,3:1 bakrov prah 1 mg Cu0/0,04 mmol AI  
18c 6c 3:1 bakrov prah 1 mg Cu0/0,02 mmol AI   
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heterogen Cu2+ katalizator sta sicer močno pospešila reakcijo, a pretvorba glede 
na TLC ni potekla v isti meri kot končna pretvorba reakcij kataliziranih z 
elementarnim bakrom in je po več kot 3 urah stresanja vodila v postopen razpad 
fluorescentnega produkta. Tudi hitra in popolna odstranitev homogenega 
katalizatorja z enostavno filtracijo čez silikagel (FC) ni bila enako preprosta in 
učinkovita kot odstranitev heterogenega katalizatorja in bakrovega prahu, kar je 
prispevalo k nadaljnjemu razpadu produkta. Po tankoplastni kromatografiji sodeč, 
med pretvorbo po štirih in petih dneh ni bilo bistvenih razlik. Po opravljenih testnih 
reakcijah, smo vse tri cikloadukte po najbolj obetavnih postopkih (tabela 5, 
osenčeno) pripravili v večjih količinah ter tako dobili fluorescentne cikloadukte 
18a, 18b in 18c (Slika 14).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 14. Fluorescentni cikloadukti 18a-c.
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Slika 15. Cikloadukt 18a pred in po obsevanju UV lučjo valovne dolžine 254 nm. 
 
 
   
Slika 17. Cikloadukt 18c pred in po obsevanju z UV svetlobo valovne dolžine 254 nm. 
Slika 16. Cikloadukt 18b pred in po obsevanju z UV svetlobo valovne dolžine 254 nm. 
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Eden izmed izzivov je bil ločiti željeni fluorescentni cikloadukt od preostanka 
reakcijske zmesi. Cikloadukti so namreč na kislem silikagelu precej hitro 
razpadali in tako onemogočali dobro ločbo s standardno kolonsko kromatografijo. 
Kot najbolj zanesljiva se je izkazala hitra filtracija čez tanjšo plast silikagela (FC) 
ter spiranje z DMC, takoj po prekinitvi reakcije, s čimer smo odstranili nezreagiran 
inon. Takoj nato smo filtrat zavrgli ter mobilno fazo zamenjali z mešanico topil 
EtOAc:PE = 3:2, s katero smo iz silikagela sprali željeni cikloadukt. Na silikagelu 
so ostali bakrov prah, presežek azometin imina ter večina stranskih in razpadnih 
produktov. Glavnemu produktu smo med kromatografijo lahko sledili z UV lučjo, 
kar je ločbo olajšalo. Tako dobljen, delno čist cikloadukt smo nato še izkristalizirali 
iz mešanice topil EtOAc in Et2O ter dobili obstojne, rumene kristale 18a-c, ki so 
pod UV lučjo (254 nm) močno fluorescirali. Celoten proces je dal veliko boljše 
izkoristke kot čiščenje s standardno kolonsko kromatografijo. 
1.5.3 Vezava z BtH aktivirane propiolne kisline 17 ter cikloaduktov 18a-c 
na (aminometil)polistiren  
(Aminometil)polisitren smo označili z direktno vezavo fluorescentnih cikloaduktov 
ter z vezavo aktiviranega inona ter sledečo CuAIAC na polistirenu.  
Zopet so pod UV svetlobo močneje fluorescirali polistireni, na katere so bile 
vezane že fluorescentne spojine 18a-c. Med označenimi polimeri pripravljenimi s 
to metodo, sta pod UV svetlobo najbolje fluorescirala 19b in 19c (Tabele 6 in 7, 
Shema 23, Slike 18-20.). 
Tabela 6. Vezave cikloaduktov 18a-c ter inona 17 na AMP, CuAIAC vezanega inona 20. 
azometin imin cikloadukt označen AMP R1 R2 
6a 18a 19a 4-Cl-C6H4- H 
6b 18b 19b 3,4,5-(MeO)3-C6H2- H 
6c 18c 19c 3,4,5-(MeO)3-C6H2- C6H4CONH- 
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Tabela 7. Vezave cikloaduktov 18a-c ter inona 17 na AMP, CuAIAC vezanega inona 
20. 
 
  
 azometin 
imin 
VEZAVA produkt  fluorescenca (254 
nm) 
6a 18a + 8 (AMP) → 19a 19a nekoliko 
6a I. 17 + 8 (AMP) → 20 
II. CuAIAC: 20 +  6a → 19a 
19a Malo 
6b 18b+ 8 (AMP) → 19b 19b najmočneje 
6b I. inon 17 +AMP → 20 
II. CuAIAC: 20 +  6b → 19b 
19b nekoliko 
6c 18c + 8 (AMP) → 19c 19c močno 
6c I. inon 17 + AMP→ 20 
II. CuAIAC: 20 +  6c → 19c 
19c nekoliko 
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Shema 23. Vezave cikloaduktov 18a-c ter inona 17 na AMP (8). CuAIAC na AMP (8) 
vezanega inona 20. 
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Slika 18. Na AMP vezan cikloadukt 19a pred in po obsevanju z UV svetlobo valovne 
dolžine 254 nm. 
 
 
 
 
 
 
Slika 19. Na AMP vezan cikloadukt 19b pred in po obsevanju z UV svetlobo valovne 
dolžine 254 nm 
 
Slika 20. Na AMP vezan cikloadukt 19c pred in po obsevanju z UV svetlobo valovne 
dolžine 254 nm 
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1.5.4 Vezava cikloaduktov 18a-c na protein BSA 
Po koncu sintez, smo se odločili nove, z BtH aktivirane cikloadukte 18a-c (Slika 
21) kot potencialne fluorescentne označevalce testirati še na realni biomolekuli, 
BSA proteinu. 
 
Slika 19. Fluorescentni označevalci 18a-c. 
V ta namen smo zopet delno sledili protokolu za označevanje proteinov z 
znanimi, z NHS aktiviranimi, barvili “Monolith NT™ Protein Labeling Kit RED - 
NHS”. 
Naše spojine smo raztopili v DMSO, dodali PBS pufer do koncentracije, ki je 
ustrezala petkratni koncentraciji BSA proteina (1 mg/ml M = 60.4 kDa). V 100 μl 
tako pripravljene raztopine fluorescentne barve, smo dodali 100 μl raztopine 
proteina v PBS. Reakcijske zmesi smo inkubirali 30 minut v temi pri sobni 
temparaturi. 
Po končani inkubaciji, smo proteine od prostega barvila ločili po protokolu, s 
pomočjo PD MiniTrap G-25 kolon in zbrali 500 μl vsakega na protein vezanega 
barvila. 
Izmerili smo absorpcijo nevezanih barvil v različnih medijih (DMSO in pufru) in 
tako dobili podatke za ustrezno ekscitacijsko valovno dolžino s katero bomo 
snemali emisijski spekter (Tabela 8). 
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Tabela 8. Absorpcije prostih cikloaduktov 18a-c v DMSO in PBS. 
 
Merili smo območje valovnih dolžin 400-700 nm z 5/5 režami. 
Za primerjavo fluorescence cikloaduktov samih, smo najprej posneli signal 
prostega fluorescentnega barvila v PBS pufru, razredčenega na koncentracijo, ki 
je ustrezala koncentraciji potencialnih vezavnih mest na proteinu BSA (Graf 2). 
Vidimo, da je relativna intenziteta signala vezanih cikloaduktov 18b in 18c 
primerljiva, z zelo podobno obliko grafa ter emisijskim vrhom pri 525, medtem ko 
je signal cikloadukta 18a okoli štiri do petkrat manjši, z vrhom premaknjenim višje, 
k emisiji pri okoli 570 nm. Relativen signal BSA proteina je najnižji od vseh ter se 
z emisijskimi vrhovi prostih cikloaduktov ne prekriva. 
 
Graf 2. Emisijski spektri nevezanih cikloaduktov 18a-c v PBS pufru. 
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Protein na katerega naj bi bil vezan fluorescentni cikloadukt 18a tako rekoč nima 
merljivega signala, pomankanje značilnega emisijskega vrha pa vzbuja dvome 
ali se je cikloadukt na protein sploh vezal. Zaradi nekoliko slabše ločljivosti je 
težko reči ali bi bila to lahko saj delno posledica nasploh manjše fluorescence 
spojine 18a, ali pa ta cikloadukt preprosto ni ustrezen kandidat za biokonjugacijo 
(Graf 3).   
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Graf 3. Primerjava emisijskega spektra nevezanega cikloadukta 18a z na BSA vezanim 
cikloaduktom 18a. 
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Graf 4. Primerjava emisijskega spektra nevezanega cikloadukta 18b z na BSA vezanim 
cikloaduktom 18b. 
Signal na protein vezanega cikloadukta 18b je le približno trikrat manjši od 
signala nevezanega cikloadukta v pufru, vrh grafa pa je jasen in se z emisijskim 
grafom samega proteina ne prekriva (Graf 4). 
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Graf 5. Primerjava emisijskega spektra nevezanega cikloadukta 18c z na BSA vezanim 
cikloaduktom 18c. 
Relativen signal na protein vezanega cikloadukta 18c je skoraj osemkrat manjši 
od signala nevezanega cikloadukta s proteinu primerljivo koncentracijo.  
Emisijski vrh na protein vezanih cikloaduktov 18b in 18c je sicer komaj kaj 
premaknjen glede na emisijski vrh nevezanega cikloaudukta, oba se pojavita 
okoli 525 nm, a glede na to, da je imel tudi na protein vezan cikloadukt 14 
emisijski vrh okoli 525 nm, gre verjetno za naključje (Graf 5).  
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Graf 6. Primerjava emisijskih spektrov vseh treh na protein vezanih cikloaduktov 18a-c. 
Če zdaj primerjamo zdaj še posamezne emisijske spektre na protein vezanih 
cikloaduktov med sabo, lahko res vidimo, da ima najmočnejši signal cikloadukt 
18b, medtem ko sta signala 18a in 18c precej neizrazita ter nizka (Graf 6). 
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 V namen fluorescentnega označevanja bi se najverjetneje dalo uporabiti 
cikloadukta 14 in 18b, ki sta na emisijskih spektrih pokazala najbolj merljive 
signale ter katerih sinteza in ločba sta tudi najbolj preprosti, z najvišjim 
izkoristkom (Slika 23). 
 
  
Slika 21. Cikloadukta 14 in 18b. 
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Eksperimentalni del 
Vse reakcije smo izvedli v laboratorijih Organske ter biokemijske katedre FKKT 
Ljubljana.  
 
Tališča trdnih produktov smo izmerili na aparaturi za paralelno merjenje tališča 
Optimelt MPA 100 oziroma na mikroskopu Leica Galen III z ogrevalno mizico. 
 
Kolonsko kromatografijo smo izvedli, z navedenimi mobilnimi fazami, v steklenih 
kolonah z silikagelom Fluka Silica gel 60 (velikost delcev 0.04-0.07 nm). 
Tankoplastna kromatografija je bila izvedena na silikagelu Kieselgel 60PF254 
debeline nanosa 0,2 mm. 
 
CHN elementno analizo smo izvedli z inštrumentom Perkin-Elmer CHN 
Analyzer 2400 II. 
 
HRMS analizo smo izvedli na AutoSpect Q ter Q-Tof Premier spektrometrih. 
 
Vse IR spektre smo posneli na Bruker FTIR Alpha Platinum ATR spektrometru. 
 
NMR spektre smo posneli na Bruker Avance DPX (1H 300 MHz) in na Bruker 
Avance III UltraShield 500 Plus (1H 300 MHz, 13C 126 MHz) v CDCl3 z 
tetrametilsilanom kot internim standardom. 
 
Elementne analize CHN smo izvedli na Perkin-Elmer CHN Analyzer 2400 II. 
 
Biološki testi so bili izvedeni na katedri za biokemijo, pod vodstvom dr. Aljaža 
Gabra.  
 
Pri inkubaciji biomarkerja s proteinom smo uporabili Monolith NTTM Protein 
Labelin Kit RED-NHS ter PD MiniTapTM G-25 z 21 ml SephadexTM Medium 
kolone. 
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Absorpcijske spektre smo posneli na Varian Cary® 50 Bio UV-Vis 
spektrofotometru. 
 
Emisijske spektre smo posneli na Perkin Elmer LS 50 B Luminescence 
spektrometru. 
 
Za spiranje proteina smo uporabili Amicon Ultra-0.5 Centrifugal Filter Devices. 
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4-okso-6-(trimetilsilil)heks-5-inojska kislina (3) 
 
Priprava:  
Reakcijo smo izvedli v skladu z znanim postopkom [48]. V suhi, z argonom 
prepihani steklovini, smo k AlCl3 (5.52 mmol) (0.736 g) preko septe injicirali 
brezvodni CH2Cl2 (30 ml), mešali 3 minute do raztopitve reagentov ter raztopino 
ohladili na 0°C. V drugi, prepihani bučki smo v brezvodnem CH2Cl2 (10 ml) 
raztopili anhidrid jantarne kisline (5.02 mmol) (0.502 g)  ter dodali BTMSA (1.234 
ml) (5.45 mmol). Raztopljen AlCl3 smo v drugo bučko dodajali po kapljicah ter 
pazili, da temperatura ni presegla 0°C. Raztopino smo pri 0°C  mešali še 2 uri, 
nato pustili reagirati 24 ur pri sobni temperaturi. Naslednji dan smo raztopino 
zopet ohladili na 0°C, po kapljicah dodali 1M HCl (10 ml) ter pazili, da se raztopina 
ni segrela nad 2°C. Ko se je reakcijska mešanica nehala peniti, smo ločili nastale 
plasti ter vodno plast dvakrat sprali z CH2Cl2 (20 ml), združene organske plasti 
pa sprali dvakrat z vodo (20 ml), dvakrat s koncentrirano slanico (20 ml). 
Združene organske plasti smo posušili z Na2SO4, filtrirali ter topila odstranili pod 
znižanim tlakom. Produkt je bil rjavo olje 3 z 83 % izkoristkom, ki je v hladilniku 
izkristaliziralo v svetlo rjavo trdnino.  
CAS: 187085-79-6 Izkoristek: 83 %, svetlo rjava trdnina ESI-HRMS (m/z): 
Izračunana za C9H15O3Si: 199.0785 (MH+); Določena: 199.0781 (MH+) IR (cm-
1): 3046.53, 2967.08, 1708.81, 1878.54, 1434.50, 1398.88, 1346.48, 1253.50, 
1227.82, 1108.05, 1042.31, 839.71, 763.55, 659.24 13C-NMR (300 MHz, 
CDCl3): δ (ppm) 185.7, 178.3, 102.2, 99.87, 40.4, 28.4, -0.00. 1H-NMR (300 
MHz, CDCl3): δ (ppm) 2.91 (t, J = 6.3 Hz, 2H, CH2), 2.70 (t, J = 6.6 Hz, 2H, 
CH2), 0.25 (s, 9H).  
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2,5-dioksopirolidin-1-il 4-okso-6-(trimetilsilil)heks-5-inoat (5) 
 
Priprava: 
 
Spojino 3 (0.2 g) (1 mmol) smo raztopili v CH2Cl2 (20 ml) ter dodali NHS (0.119 
g) (1 mmol). Po kapljicah smo v reakcijsko mešanico dodali DCC (0.197 g) (0.99 
mmol) raztopljen v CH2Cl2 (5ml). Po 10 minutah se je začela pojavljati bela 
oborina. Mešanje smo nadaljevali čez noč pri sobni temperaturi. Nastalo oborino 
smo filtrirali ter zavrgli. Filtrat smo sprali dvakrat s slanico (20 ml), dvakrat z 
NaHCO3 (20 ml), organsko fazo posušili z Na2SO4, filtrirali ter topilo odstranili pod 
znižanim tlakom. 
Tako dobljeno spojino smo očistili z gradientno kolonsko kromatografijo (mobilna 
faza EtOAc:PE=1:2 do EtOAc:PE=1:1) ter dobili rumenkasto trdnino 5 z 61 % 
izkoristkom. 
 
Izkoristek: 61 %, rumenkasta trdnina Ttal: 75.5-78 °C Anal.: izračunana za 
C13H17NO5Si: C 52.86, H 5.80, N 4.74. Določena: C 52.50, H 5.53, N 5.28. ESI-
HRMS (m/z): Izračunana za C13H17NO5Si: 296,0949 (MH+); Določena: 296,0954 
(MH+) IR (cm-1): 2966, 2917, 2851, 2151, 1811, 1783, 1729, 1681, 1627, 1574, 
1429, 1400, 1373, 1348, 1291, 1254, 1208, 1148, 1116, 1063, 1046, 994, 977, 
941, 841, 813, 763, 708. 13C-NMR (300 MHz, CDCl3): δ (ppm) 186.4, 171.9, 
170.5, 103.9, 102.8, 42.2, 28.5, 27.9, 2.1. 1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ (ppm) δ 
3.00 (2H, t ,J = 0.6 Hz, CH2), 2.98 (t, 2H, J = 0.6 Hz, CH2) 2.83 (s, 4H, CH2 na 
NHS) 0.25. (s, 9H)  
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2,5-dioksopirolidin-1-il 4-(1-(4-klorofenil)-7,7-dimetil-5-okso-6,7-
dihidro-1H,5H-pirazolo[1,2-a]pirazol-2-il)-4-oksobutanoat (7) 
 
 
 
Priprava: 
V CH2Cl2 (5 ml) smo raztopili spojino 5 (99 mg) (0,33 mmol) in azometin imin 6a 
(65,8 mg) (0,275 mmol) ter dodali katalizator bakrov prah (14 mg). Reakcija je na 
stresalniku tekla 4 dni pri sobni temperaturi, nato pa smo reakcijsko zmes 
prečistili s kolonsko kromatografijo (mobilna faza EtOAc:PE = 1:1) ter topila 
odstranili pod znižanim tlakom. Dobili smo manjšo količino nežno fluorescentne 
spojine 7, katere spektri so kazali na delni razpad produkta med oziroma po 
čiščenju. 
 
Izkoristek: ~21 %, svetlo rumen prah, fluorescenten pod UV (254 nm) Ttal: 112-
118 °C Anal.: Izračunana za C22H22ClN3O6: C 57.46, H 4.82, N 9.14. Določena: 
C 53.64 H 5.32 N 7.83  ESI-HRMS: m/z  izračunana 295.0876 (MH+) določena 
295.1201 (MH+) IR (cm-1): 2928, 2854,1814, 1783, 1732, 1663, 1587, 1536, 
1495, 1449, 1398, 1365, 1200, 1064, 1016, 993, 950, 924, 836, 813, 741, 702. 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ (ppm) 8.33 (s, 1H, C=CHN), 7.56 – 7.27 (m, 4H od 
Ar), 6.99 (s, 1H), 3.07 – 2.90 (m, 4H, CH2), 2.83 (s, 4H, CH2 na NHS), 2.71 (d, J 
= 8.1 Hz, 2H, CH2), 1.73 (s, 6H, CH3).  
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1-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)prop-2-in-1-on (13) 
 
 
 
Priprava: 
Sledili smo znanemu postopku [49]. V suhi, z argonom prepihani bučki, smo v 
destiliran CH2Cl2 (70 ml) dodali BtH (1.9 g) (16 mmol) ter mešali pod argonovo 
atmosfero popolne raztopitve. K raztopini smo čez septo injicirali tionil klorid (0,3 ml) 
(4 mmol) ter reakcijsko mešanico mešali 30 min. 
Po 30 minutah smo preko septe injicirali propiolno kislino (0,25 ml) (4 mmol). V nekaj 
sekundah je nastala bela oborina, ki smo jo filtrirali, sprali z CH2Cl2 (20 ml) ter 
oborino zavrgli. Filtrat smo trikrat sprali z 2 M NaOH (50 ml) ter organsko fazo 
posušili z Na2SO4, filtrirali ter topila odstranili pod znižanim tlakom. Dobili smo rjavo 
trdnino 13 s 66 % izkoristkom. 
 
CAS: 647833-16-7 Izkoristek: 66 %, rjava trdnina Anal.: Izračunana za C9H5N3O: 
C 63.14, H 2.94, N 24.55. Določena: C 62.93, H 2.84, N 25.31. IR (cm-1): 3229, 
2112, 1701, 1636, 1596, 1482, 1449, 1411, 1383, 1370, 1323, 1285, 1230, 1176, 
1144, 1119, 1078, 1056, 1004, 982, 924, 855, 781, 767, 749, 717.) 1H-NMR (300 
MHz, CDCl3): δ (ppm) 8.21 (dd, J = 18.9 Hz, 8.4 Hz, 2H od Ar), 7.70 (ddd, J = 8.6, 
7.2, 0.6 Hz, 1H od Ar), 7.56 (ddd, J = 8, 7.8, 1.2 Hz, 1H od Ar), 3.66 (s, 1H, C≡CH). 
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6-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-karbonil)-5-(4-klorofenil)-3,3-dimetil-
2,3-dihidropirazolo[1,2-a]pirazol-1(5H)-on (14) 
 
Priprava: 
V CH2Cl2 (20 ml) smo raztopili inon 13 (56.4 mg) (0.351 mmol) in azometin imin 
6a (69.2 mg) (0.293 mmol) ter dodali bakrov prah (15 mg). Reakcijska mešanica 
je na stresalniku reagirala 4 dni pri sobni temperaturi, nato pa smo jo prefiltrirali 
čez silikagel z mešanico topil EtOAc:PE = 4:1 (FC) ter topila odstranili pod 
znižanim tlakom. Dobili smo pod UV svetlobo intenzivno oranžno fluorescentne 
kristale cikloadukta 14 z 79 % izkoristkom. 
 
Izkoristek: 79 %, oranžni kristali, fluorescentni pod UV svetlobo (254 nm) Anal.: 
Izračunana za C21H18ClN5O2  C 61.84, H 4.45, N 17.17. Določena: C 60.33, H 
4.24, N 17.71. ESI-HRMS (m/z): Izračunana za C21H18ClN5O2 (MH): 407,1149. 
Določena: 407.1220. (MH+) IR (cm-1): 3100. 2967, 2930, 2110, 1732, 1672, 1567, 
1485, 1448, 1423, 1371, 1344, 1301, 1285, 1264, 1229, 1191, 1146, 1088, 1054, 
1001, 982, 954, 923, 891, 862, 817, 782, 767, 744, 700. 13C-NMR (300 MHz, 
CDCl3): δ (ppm) 167.0, 160.9, 140.5, 134.3, 133.9, 131.6, 130.3, 129.4, 128.7, 
126.1, 120.1, 114.6, 65.0, 64.5, 49.2, 29.5, 25.0, 18.9. 1H-NMR (300 MHz, 
CDCl3): δ (ppm) 8.60 (d, J = 16.8 Hz, 1H, C=CHN), 8.13 (dd, J = 26.7, 4.5 Hz, 1H 
od Ar), 7.62 – 7.30 (m, 7H od Ar), 5.82 (s, 1H), 2.94 (d, J = 9.6 Hz, 1H, CH2), 2.51 
(d, J = 11.1 Hz, 1H, CH2), 1.30 (s, 3H, CH3), 1.22 (s, 3H, CH3). 
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1-(1H-benzo[d] [1,2,3]triazol-1-il)-6-(trimetilsilil)heks-5-in-1,4-
dion (17) 
 
 
Priprava: 
V suhi, z argonom prepihani steklovini smo v destiliran CH2Cl2 (60 ml) dodali BtH 
(1 g) (8 mmol) ter pod argonovo atmosfero mešali do raztopitve reagenta. K 
raztopini smo čez septo injicirali tionil klorid (0,15 ml) (2 mmol) ter mešali še 30 
minut. Po 30 minutah smo k raztopini dodali še inon 3 (400 mg) (2 mmol). V nekaj 
sekundah je nastala bela oborina, ki smo jo filtrirali, sprali s CH2Cl2 ter zavrgli. 
Filtrat smo trikrat sprali z 2 M NaOH (30 ml) ter organsko fazo posušili z Na2SO4, 
filtrirali ter topila odstranili pod znižanim tlakom. Dobili smo svetlo rjavo trdnino 17 
z 57 % izkoristkom. 
 
Izkoristek: 57 %, trdna, svetlo rjava snov Ttal: 53-55 °C Anal.: Izračunana za 
C15H17N3O2Si: C 60.17, H 5.72, N 14.03. Določena: C 59.87, H 5.41, N 13.24. 
ESI-HRMS (m/z): Izračunana za C15H17N3O2Si: 300,1163 (MH+); Določena: 
300,1159 (MH+) IR (cm-1): 2961, 2150, 1806, 1737, 1678, 1596, 1485, 1451, 
1388, 1358, 1325, 1309, 1288, 1251, 1210, 1188, 1168, 1153, 1112, 1041, 1003, 
965, 925, 901, 841, 781, 748, 702, 674, 659, 612. 13C-NMR (300 MHz, CDCl3): δ 
(ppm) 174.2, 147.4, 132.4, 128.7, 125.3, 120.4, 112.8, 97.8, 96.7, 87.8, 77.7, 
77.4, 77.2, 77.2, 35.1, 28.7. 1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ (ppm) 8.04 (d, J = 4.8 
Hz, 1H od Ar), 7.91 (d, J = 5.1 Hz, 1H od Ar), 7.44 (ddd, J = 5.1, 4.5, 0.6 Hz, 1H 
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od Ar), 7.30 (ddd, J = 5.1, 4.5, 0.6 Hz, 1H od Ar), 3.56 (t, J = 3.9 Hz, 2H, CH2), 
2.99 (t, J = 3.9 Hz, 2H, CH2), 0.03 (s, 9H, Si(Me)3). 
 
1-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-4-(1-(4-klorofenil)-7,7-dimetil-5-
okso-6,7-dihidro-1H,5H-pirazolo[1,2-a]pirazol-2-il)butan-1,4-dion 
(18a) 
 
Priprava: 
V CH2Cl2 (10 ml) smo raztopili inon 17 (100 mg) (0.330 mmol) in azometin imin 
6a (192,8 mg) (0.468 mmol) ter v raztopino dodali bakrov prah (50 mg). 
Reakcijska mešanica je na stresalniku pri sobni temperaturi reagirala 4 dni. Po 
končani reakciji smo reakcijsko mešanico filtrirali čez silikagel ter sprali z CH2Cl2 
(FC). Filtracijo smo spremljali z UV svetlobo (254 nm). Pazili smo, da nam naš, 
pod UV svetlobo intenzivno fluorescentno oranžen produkt ni prešel čez frito ter 
po minuti filtracije filtrat zavrgli ter preostalo reakcijsko mešanico na silikagelu 
spirali z mešanico topil EtOAc:PE = 1:1. Takoj ko smo z UV svetlobo presodili, 
da našega produkta ni več na silikagelu, smo filtracijo prekinili. Filtrat smo uparili 
pod znižanim tlakom ter tako dobljen, delno čist produkt nato še izkristalizirali iz 
mešanice topil EtOAc in Et2O. Dobili smo oranžno-rumene kristale 18a, ki so pod 
UV svetlobo (234 nm) rumenkasto fluorescirali. 
 
Izkoristek: ~12 %, svetlo rumeni kristali, fluorescentni pod UV (254 nm) Ttal: 154-
159 °C Anal.: Izračunana za C24H22ClN5O3: C 62.14, H 4.78, N 15.10. Določena: 
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C 62.68, H 4.33, N 15.43.   ESI-HRMS: m/z  izračunana 464.1473 (MH+) 
določena 464.1484 (MH+) IR (cm-1):3075, 2964, 2928, 2114, 2080, 1785, 1723, 
1640, 1576, 1483, 1450, 1417, 1388, 1357, 1326, 1286, 1265, 1231, 1191, 1160, 
1118, 1086, 1026, 1014, 976, 957, 911, 845, 825, 780, 769, 753, 718, 708. 13C-
NMR (300 MHz, CDCl3): δ (ppm) 192.3, 191.6, 178.0, 174.4, 171.5, 139.1, 135.8, 
131.5, 131.5, 129.2, 128.9, 128.8, 120.1, 63.4, 47.4, 35.1, 34.5, 29.5, 27.5, 25.0. 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ (ppm) 8.20 (d, J = 8.4 Hz,1H od Ar), 8.11 (d, J = 
8.1 Hz,1H od Ar), 7.67 (s, 1H, C=CHN), 7.64 (ddd, J = 8.4, 6.9, 0.9 Hz, 1H od 
Ar), 7.52 – 7.39 (m, 5H od Ar) 5.55 (s, 1H), 3.78 (dt, J = 32.1, 6.0 Hz, 2H, CH2), 
3.12 (dt, J = 41.4, 5.4 Hz, 2H, CH2), 1.26 (s, 3H, CH3), 1.24 (s, 3H, CH3). 
 
N-(6-(4-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-4-oksobutanoil)-3,3-
dimetil-1-okso-5-(3,4,5-trimetoksifenil)-1,2,3,5-
tetrahidropirazolo[1,2-a]pirazol-2-il)benzamid (18b) 
 
 
Priprava: 
 
V CH2Cl2 (10 ml) smo raztopili inon 17 (100mg ) (0.330 mmol) in azometin imin 
6b (192,8 mg) (0.468 mmol) ter v raztopino dodali bakrov prah (50 mg). 
Reakcijska mešanica je na stresalniku pri sobni temperaturi je reagirala 4 dni, 
nato pa smo jo prefiltrirali čez silikagel ter sprali z CH2Cl2 (FC). Filtrat smo zavrgli 
ter spojino na silikagelu sprali še z mešanico EtOAc:PE = 3:2, s čimer smo v 
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bučko sprali željen cikloadukt 18b. Filtrat smo uparili pod znižanim tlakom ter tako 
dobljen, delno čist produkt, nato še pre-kristalizirali iz mešanice EtOAc in Et2O. 
Dobili smo obstojne, rumene kristale 18b z 41 % izkoristkom, ki so pod UV 
svetlobo močno fluorescirali. 
 
 
Izkoristek: 41 %, rumeni kristali, fluorescentni pod UV (254 nm) Ttal: 184-186 °C 
Anal.:  izračunana za C34H34N6O7: C 63.94, H 5.37, N 13.16. Določena: C 62.97, H 
4.67, N 14.05.  ESI-HRMS: m/z  izračunana 639.2562 (MH+) določena 639.2553 
(MH+) IR (cm-1): 3360, 3081, 2969, 2926, 2030, 1993, 1732, 1664, 1634, 1595, 
1576, 1526, 1506, 1486, 1455, 1420, 1390, 1359, 1327, 1283, 1231, 1124, 1071, 
1004, 970, 954, 938, 896, 826. 800, 771, 758, 725 13C-NMR (300 MHz, CDCl3): δ 
(ppm) 192.6, 171.3, 167.9, 166.5, 153.2, 146.1, 137.5, 136.7, 133.1, 132.4, 131.0, 
130.5, 129.3, 128.8, 127.2, 126.2, 126.0, 120.2, 114.2, 104.6, 71.3, 64.9, 62.6, 60.8, 
56.1, 33.1, 29.6, 23.8, 13.2. 1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ (ppm) 8.20 (d, J = 4.8 
Hz,1H od Ar), 8.13 (d, J = 5.1 Hz,1H od Ar), 7.85 (d, J = 4.2 Hz, 2H od Ar), 7.75 (s, 
1H, C=CHN), 7.66 – 7.45 (m, 5H od Ar), 6.72 (s, 2H od Ar), 5.57 (s, Hz, 1H), 5.36 
(d, J = 0.6 Hz,1H, NHCH), 3.88 (s, 6H), 3.84 (s, 3H), 3.81 – 3.65 (m, J = 32.1, 6.0 
Hz, 2H, CH2), 3.26 – 3.06 (m, J = 41.4, 5.4 Hz, 2H, CH2), 1.26 (s, 3H, CH3), 1.38 (s, 
3H), 1.11 (s, 3H). 
 
 
 
 
 
 
 
1-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-4-(7,7-dimetil-5-okso-1-(3,4,5-
trimetoksifenil)-1,5,6,7-tetrahidropirazolo[1,2-a]pirazol-2-
il)butan-1,4-dion (18c) 
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Priprava: 
V CH2Cl2 (60 ml) smo raztopili inon 17 (600mg) (2 mmol) in azometin imin 6c 
(840 mg) (2.8 mmol) ter v raztopino dodali bakrov prah (300 mg). Reakcijska 
mešanica je reagirala 4 dni pri sobni temperaturi, nato pa smo jo prefiltrirali čez 
silikagel ter sprali s čistim CH2Cl2 (FC). Filtrat smo zavrgli ter spojino na silikagelu 
sprali še z mešanico EtOAc:PE = 3:2, s čimer smo v bučko sprali željen 
cikloadukt. Tako dobljen, delno čist produkt, smo nato še izkristalizirali iz 
mešanice EtOAc in Et2O ter topilo odstranili pod znižanim tlakom. Dobili smo 
obstojne, nežno rumeno-zelene kristale 18c z 32 % izkoristkom, ki so pod UV 
svetlobo močno fluorescirali. 
 
Izkoristek: 32 % svetlo rumeno-zeleni kristali, fluorescentni pod UV (253 nm) 
Ttal: 126.5-128 °C Anal.: izračunana za C27H29N5O6: C 62.42, H 5.63, N 13.16. 
Določena: C 60.68, H 5.33, N 12.43. ESI-HRMS: m/z  izračunana 520,2191 
(MH+) določena 520,2173 (MH+) IR (cm-1): 3077, 2937, 2836, 2099, 1726, 1644, 
1578, 1506, 1484, 1451, 1421, 1386, 1322, 1287, 1230, 1188, 1160, 1123, 1070, 
1006, 961, 900, 869, 846, 825, 778, 755, 711 13C-NMR (300 MHz, CDCl3): δ 
(ppm) 192.7, 171.3, 167.6, 153.2, 146.1, 137.4, 131.0, 130.4, 129.7, 126.2, 
124.9, 120.2, 114.3, 104.6, 64.8, 64.7, 60.8, 56.10, 49.26, 32.80, 29.61, 25.06. 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ (ppm) 8.19 (d, J = 5.1 Hz,1H od Ar), 8.10 (d, J = 
5.1 Hz,1H od Ar), 7.70 (s, 1H, C=CHN), 7.62 (ddd, J = 5.1, 4.5, 0.6 Hz, 1H od 
Ar), 7.48 (ddd, J = 5.1, 4.5, 0.6 Hz, 1H od Ar), 6.66 (s, 2H od Ar), 5.51 (s, Hz, 
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1H), 3.86 (s, 6H), 3.81 (s, 3H), 3.79 – 3.63 (m, 2H, CH2), 3.25 – 2.98 (m, 2H, 
CH2), 2.92 (d, J = 9.6 Hz, 1H, CH2), 2.44 (d, J = 9.6 Hz, 1H, CH2), 1.23 (s, 6H). 
 
 
Standardni postopek vezave z NHS ali BtH aktiviranih inonov na 
(aminometil)polistiren (AMP) (15, 16, 19a-c, 20) 
Pet ekvivalentov z BtH ali NHS aktivirane spojine smo pri brezvodnih pogojih ter 
argonovi atmosferi raztopili v brezvodnem CH2Cl2 (1 ml CH2Cl2/5 mg inona) ter 
dodali en ekvivalent (aminometil)polistirena (8) (1,1 mmol/g) Reakcijska zmes je pri 
sobni temperaturi ter argonovi atmosferi na stresalniku reagirala 24 ur, dobljen 
polistiren pa smo iz reakcijske mešanice odstranili s filtracijo skozi celuloznim filter 
papirjem, sprali z CH2Cl2 ter posušili na zraku.  
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Zaključek  
Tekom naše naloge nam je uspelo, preko z elementarnim bakrom katalizirane 
azometin imin-alkin cikloadicije (CuAIAC), sintetizirati pet novih, z NHS in BtH 
aktiviranih potencialnih fluorescentnih biomarkerjev  (z NHS 7, z BtH 14, 18a-c). 
Uporabili smo tri različne N,N-ciklične azometin imine 6a-c, inone pa smo 
pripravili iz anhidrida jantarne kisline (inoni 5 in 17, cikloadukti 7 in 18a-c), ter 
propiolne kisline (inon 14, cikloadukt 17) . 
Po preizkusu biokonjugacije tako še necikliziranih inonov (5, 13, 17)  kot že 
fluorescentnih cikloaduktov (7, 14, 18a-c) na (aminometil)polistiren (8) smo 
presodili, da direktna vezava fluorescentnih cikloaduktov na polistiren privede do 
boljših rezultatov, kot pa če na polistiren najprej vežemo neciklizirane inone ter 
jih vezane nato pretvorimo v fluorescentne cikloadukte z CuAIAC. 
Z BtH aktivirane fluorescentne cikloadukte 14 in 18a-c smo  po standardnem 
postopku fluorescentnega označevanja proteinov vezali še na goveji serumski 
albumin (BSA) ter merili absorbanco, emisijo ter relativno moč signala vezanih 
ter nevezanih cikloaduktov v PBS pufru. Najbolj obetavne emisijske spektre 
označenih proteinov sta pokazala na BSA vezana z BtH aktivirana cikloadukta 
14 in 18b, ki bi morda lahko delovala kot fluorescentna označevalca biomolekul. 
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